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(57) Abstract: The invention concerns an equipment comprising an excitation source (1), means for injecting (2) an excitation signal 
produced by said source in an ordered bundle (3) of flexible optical fibers, means for analyzing (21, 22) an emitted autofluorescence 
signal .^TJie invention is characterized in that it comprises in output of the optical fiber bundle (3) an optical head (4) designed to be 
placed in contact with the biological tissue (6), said optical head being equipped with optical means adapted to cause the excitation 
signal output from said bundle (3) to converge into a subsurface analyzing zone (5), the same optical fiber(s) used for excitation of said 
bundle (3) being used for detecting the signal emitted by said subsurface analyzing zone, means (D) placed upstream of the injection 
means (2) being further provided to separate the wavelength of the excitation signal and the wavelength of the autofluorescence 
signal. 

(57) Abrege : 11 comprend une source d'excitation (1), un moyen d'injection (2) d'un signal d'excitation produit par ladite source 
dans un faisceau ordonne" (3) de fibres optiques souples, un moyen d* analyse (21, 22) d'un signal d* autofluorescence emis. II est 
caract£rise' en ce qu*il comporte en sortie du faisceau (3) de fibres optiques une tete optique (4) destined a etre plac6e au contact 
du tissu biologique (6), ladite tete optique e"tant munie de moyens optiques adapted a faire converger le signal d'excitation sortant 
dudit faisceau (3) en une zone d'analyse subsurfacique (5), la ou les memes fibres optiques ayant servi a l'excitation dudit faisceau 
(3) £tant utilisees pour dStecter le signal 6mis par ladite zone d'analyse subsurfacique, des moyens (D) places en amont du moyen 
d'injection (2) £tant en outre preVus pour separer la longueur d'onde du 

[Suite sur la page suivante J 
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«Appareillage de spectroscopie d'autofluorescence subsurfacique» 

La presente invention concerne un appareillage de spectroscopie 
d'autofluorescence subsurfacique. Plus particulierement, 1'appareillage selon 
5 I'invention est du type utilisant un signal d'excitation vehicule par une ou 
plusieurs fibres optiques souples. 

Les domaines d'application de I'invention sont I'analyse 
spectroscopique de tissus biologiques in vivo sur I'homme ou I'animal, 
externes ou internes et accessibles a I'aide d'un canal operateur 
10 d'endoscope dans lequel on peut introduire les fibres optiques, et egalement 
I'analyse ex-vivo d'echantillons tissulaires provenant de prelevements 
biopsiques, et I'analyse in-vitro de cultures en biologie cellulaire. 

Actuellement sont vises les domaines m^dicaux de la gastro- 
enterologie, la pneumologie, la gynecologie, I'urologie, I'ORL, la 
1 5 dermatologie, I'ophtalmologie, la cardiologie et de la neurologie. 

Les tissus biologiques contiennent des fluorophores endogenes 
susceptibles, en reponse a une excitation lumineuse de longueur d'onde 
appropriee, d'emettre une fluorescence dans un domaine spectral allant de 
I'UV proche au visible, appelee autofluorescence. Cette derniere resulte du 
20 recouvrement d'emissions de differents fluorophores, et depend du 
metabolisme cellulaire, de la structure et de la vascularisation des tissus, 
qui varient suivant la nature saine ou tumorale des tissus. II en resulte que 
la fluorescence des tissus sains et tumoraux presentent de fortes 
differences tant sur le plan de I'intensite emise que sur la forme du spectre. 
25 L'analyse du spectre d'autofluorescence fournit des indicateurs permettant 
une "biopsie optique". 

Dans les appareillages existants, I'illumination du site que I'on 
souhaite analyser de maniere spectroscopique se fait couramment avec un 
faisceau d'excitation de fibres optiques qui est divergent, excitant un 
30 volume, et la reception du signal de fluorescence s'effectue au moyen de 
fibres de detection adjacentes notamment penpheriques. Cela entraTne une 
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mauvaise resolution, avec un melange cT informations et une augmentation 
du nombre de faux positifs. 

La presente invention a pour but de pallier ces inconvenients. 
II a ete par ailleurs propose des techniques d'imagerie confocale a 
5 haute resolution spatiale destinees a observer un plan de coupe XY a 
differentes profondeurs du site observe, notamment exposee dans la 
demande de brevet WO 00/1 6151. 

Ces techniques mettent en oeuvre un faisceau ordonne de fibres 
optiques souples (notamment plusieurs dizaines de milliers) avec, cote 

10 observateur, une source lumineuse et un systeme d f injection de fibres 
permettant d'illuminer une seule fibre et, cdte site observe, une t§te optique 
permettant de focaliser le faisceau sortant de la fibre illuminee en un point 
situe dans un plan de coupe XY, a une profondeur donnee du site observe 
Un systeme de balayage de fibres permet de balayer les fibres une £ une a 

15 tres grande vitesse. Chaque fibre est utilisee tour a tour pour vehiculer le 
faisceau d'illumination et egalement le faisceau de retour correspondant 
provenant du site observe. L'obtention d'une haute resolution spatiale est 
due au fait que I'on focalise le faisceau en un point et egalement au 
caractdre confocal rSsidant dans le filtrage spatial du site observe par les 

20 memes fibres que celles ayant servi a nilumination. Ceia permet de 
receptionner exclusivement le signal provenant du site observS et de realiser 
une image point par point. 

La presente invention a pour but de proposer un appareillage qui 
permette une analyse spectroscopique 6galement a haute resolution spatiale 

25 et a une profondeur donnee du site observe. 

Elle propose un appareillage d'analyse spectroscopique 
d'autofluorescence d'un tissu biologique comprenant une source 
d'excitation, un faisceau constitue d'une fibre optique unique ou d'une 
pluralite de fibres optiques souples et un moyen d'injection d'un signal 

30 d'excitation produit par ladite source dans ledit faisceau selon un diam&tre 
utile correspondant a I'excitation de la fibre unique, de toutes les fibres 
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optiques du faisceau ou d'un sous-groupe determine, et un moyen d'analyse 
d'un signal d'autofiuorescence emis, caracterise en ce qu'il comporte en 
sortie dudit faisceau de fibres optiques souples une tete optique destinee a 
§tre placee au contact du tissu bioiogique, ladite t§te optique etant munie 
5 de moyens optiques adaptes a faire converger le signal d'excitation sortant 
dudit faisceau de fibres optiques souples en une zone d'analyse 
subsurfacique, la ou les memes fibres optiques dudit faisceau ayant servi a 
I'excitation etant utilisees pour detecter le signal emis par ladite zone 
d'analyse subsurfacique, des moyens places en amont du moyen d'injection 

10 etant en outre prevus pour separer la longueur d'onde du signal d'excitation 
et la longueur d'onde du signal d'autofiuorescence emis. 

La prSsente invention est ainsi basee sur certains des moyens cites 
plus haut pour realiser une image confocale, a savoir vehiculer sur la ou les 
memes fibres le signal d'excitation et en retour le signal emis, et la mise en 

15 ceuvre d'une t§te optique focalisant le signal d'excitation en un point en 
profondeur. La focalisation combinee au caractere confocal (obtenu grace 
au retour du signal d'autofiuorescence par la ou les memes fibres optiques), 
permet d'obtenir une haute resolution spatiale. L'avantage par rapport a une 
spectroscopie grand champ est que I'on peut realiser une selection spatiale 

20 tres precise de la zone d'analyse et que I'on reduit ainsi beaucoup les 
risques d'erreurs et de faux positifs. 

Les moyens optiques de la tete optique comprennent un systeme de 
lentilles formant un objectif de focalisation adapte a transcrire la repartition 
spatiale de la tache focale en sortie du faisceau de fibres et la quality du 

25 front d'onde et a minimiser la reflexion parasite s'operant en sortie du 
faisceau de fibres. 

Selon la presente invention, le nombre de fibres optiques du faisceau 
peut varier entre une fibre unique et une pluralite de fibres (notamment 
plusieurs dizaines de milliers) pouvant §tre toutes excitees ou par sous- 

30 ensembles selectionnes selon les dimensions de la zone d'excitation que 
Ton recherche. 
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La zone d'excitation selon I'invention se situe dans un plan XY 
perpendiculaire a I'axe optique que Ton peut regler a differentes 
profondeurs, allant sensiblement de 50 a 400 fjm. Sa dimension depend du 
diametre de I'ensemble de fibres utilise (appete ci-apres le diametre utile du 
5 faisceau de fibres), et des caracteristiques optiques de focalisation de la 
tete optique. Lorsque Ton utilise un faisceau constitue d'une multitude de 
fibres optiques souples, I 'appareillage peut avantageusement comprendre 
des moyens permettant de regler le diametre du faisceau d'excitation §mis 
par la source pour qu'il excite en continu soit I'ensemble des fibres soit un 
10 sous-groupe de fibres permettant d'obtenir une taille appropriee pour la zone 
d'excitation. Ces moyens sont par exemple constitu6s d'une lentille 
d'adaptation de faisceau ou d'un systeme afocal de grandissement 
approprie. 

La presente invention propose egalement un appareillage comportant 
15 en outre des moyens permettant d'obtenir conjointement une image 
confocale du site d'analyse. Une telle possibility de couplage permet 
d'augmenter avantageusement le degre de certitude d'un diagnostic. Grace 
a I'invention, on pourra obtenir simultanement et en temps reel, sur un point 
focalise en profondeur, des informations : 
20 - de type histologique par imagerie confocale ; et 

- de type spectroscopique renseignant sur la nature du site observe. 
Elle propose un appareillage tel que dSfini ci-dessus, le faisceau de 

fibres comportant une pluralite de fibres optiques, caract6ris6 en ce qu'il 
comporte en outre des moyens pour realiser conjointement une image 
25 confocale de la zone d'analyse, comprenant : 

- une source d'illumination, 

- un detecteur du signal de retour pour analyse, 

- un moyen de separation du signal d'illumination et dudit signal de 
retour, 

30 - des moyens pour coupler le signal d'excitation pour I'analyse 

spectroscopique et le signal d'illumination pour I'imagerie 
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confocale, avant I'entree dans le moyen d'injection dans le 
faisceau de fibres optiques, 



- un moyen de balayage rapide des fibres une a une situe en amont 
du moyen d'injection dans le faisceau de fibres, et 



5 



- un systeme de filtrage spatial a I'entr6e du detecteur de signal 
adapts a selectionner le signal de retour provenant de la fibre 
illuminee, 



le moyen d'injection dans le faisceau de fibres presentant une 
repartition spatiale de I'intensite de la tache focale egale au diametre de 
10 cceur d'une fibre, chaque fibre etant illuminee tour a tour et de maniere 
adressee. 

Selon I'invention, la voie tomographique et la voie spectroscopique 
utilisent avantageusement en commun le moyen d'injection dans le faisceau 
de fibres, le faisceau de fibres lui-meme et la tete optique de focalisation. 
15 Pour I'acquisition d'une image, les fibres sont illuminees tour a tour et une a 
une. Pour Tacquisition d'un spectre d'autofluorescence, les fibres peuvent 
etre excitees toutes ou par sous-groupes, en fonction des dimensions de la 
zone d'analyse. 



20 avantageuse pour un systeme de tests automatiques dans lequel 
avantageusement le faisceau de fibres, avec a son extremite la tete optique, 
est manipule de maniere automatisee comme un bras de mesure sur une 
matrice d'6chantillons. 



25 apparaTtront a la lumiere de la description qui va suivre de deux exemples de 
realisation, description faite en reference aux dessins sur lesquels : 



realisation d'appareillage de spectroscopie selon ('invention ; 

- la figure 2 illustre schematiquement un deuxieme exemple de 
30 realisation d'appareillage comprenant un couplage analyse spectroscopique 
et imagerie confocale ; et 



L'utilisation d'un faisceau de fibres optiques souples peut etre 



La presente invention sera mieux comprise et d'autres avantages 



la figure 1 illustre schematiquement un premier exemple de 
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- la figure 3 illustre schematiquement une variante de realisation de 
l'appareillage de la figure 2. 

Selon I'exemple de realisation choisi et represents sur la figure 1, il 
est propose un appareillage pour realiser une analyse spectroscopique 
5 subsurfacique a une profondeur donnee, comportant une source 1 
produisant un signal d'excitation, un moyen d'injection 2 dudit signal dans 
un faisceau 3 ordonnS de fibres optiques au bout duquel est menage une 
tete optique 4 adaptee a modifier le signal d'excitation sortant dudit 
faisceau de fibres optiques 3 pour creer un faisceau convergent focalise sur 
10 une zone 5 sous-jacente de la zone de contact 6 avec la tete optique 4. 

La source 1 utilisee est choisie pour permettre une excitation des 
fluorophores endogenes presents dans les tissus biologiques du site 
observe, notamment dans une plage de longueur d'onde de 300-500 nm. 
Typiquement on peut utiliser une diode laser a 405+/- 10 nm, D'autres 
1 5 sources telles que les lasers solides ou lasers a gaz avec ou non generateurs 
d'harmoniques peuvent egalement convenir avec d'autres longueurs 
d'ondes afin d'exciter d'autres fluorophores endogenes. 

L'appareillage comporte un moyen d'adaptation 8 de faisceau emis 
par la source 1 comprenant ici une lentille L1 qui est correctement coupl6e 
20 au moyen d'injection 2 dans le faisceau 3 de fibres optiques. La 
combinaison optique permet d'adapter la taille du faisceau laser au diametre 
utile dudit faisceau de fibres optiques 3, correspondant & I'ensemble ou a 
un sous-ensemble de fibres effectivement utilisees. Elle permet en outre ici 
d'agrandir le diametre de la tache de focalisation a I'entree du faisceau 3 de 
25 fibres et par consequent d'agrandir la taille de la tache formee sur le tissu. 
Cela permet de r6duire I'irradiance (c'est a dire la quantite de puissance par 
unite de surface) sur le tissu, et ainsi de respecter les normes d'eclairement 
des tissus biologiques. 

L'appareillage comporte 6galement un moyen adapte a s6parer deux 
30 longueurs d'onde, la longueur d'onde d'excitation et le signal 
d'autofluorescence 6mis. Une lame dichroTque D est utilisee ici a cet effet 



WO 03/060493 




PCT/FR02/04480 



realisant une transmission maximale a la longueur d'onde d'illumination et 
une reflexion maximale dans le domaine spectral de fluorescence. 

Le signal a la longueur d'onde d'excitation est dirige en sortie de la 
lame D vers le moyen optique d'injection 2 dans le faisceau de fibres 3. Ce 
5 moyen doit presenter le minimum d'aberrations et ne doit pas degrader la 
qualite du front d'onde afin de realiser une tache de focalisation proche de 
la limite de diffraction pour ainsi realiser un couplage optimal avec le 
faisceau de fibres 3. Le moyen choisi ici est constitue d'un doublet sur 
mesure L3 et d'un triplet standard L4. Le doublet L3 permet de corriger les 

10 aberrations residuelles du triplet L4, a savoir la courbure de champ. Toute 
autre combinaison optique prdsentant une qualite de front d'onde WFE 
("Wave Front Error") de Pordre de A/8 et une repartition spatiale de 
Pintensite de la tache focale PSF ("Point Spread Function") 6gale au 
diametre utile du faisceau de fibres 3 peut convenir. 

15 Le faisceau de fibres 3 permet d'acceder a la zone d'analyse en 

deportant la source 1 . Pour une application endoscopique, il doit presenter 
un diametre et un rayon de courbure permettant une insertion ais§e dans le 
canal operateur de Pendoscope, qui est de quelques millimetres de diametre 
suivant Papplication clinique (entre 2 mm et 4 mm). On peut utiliser un 

20 faisceau constitue d'une fibre optique souple unique ou bien d'une pluralite 
de fibres. En pratique, le diametre utile peut §tre choisi en fonction de la 
tache de focalisation de la t§te optique, par exemple pour qu'elle soit de 
Pordre de plusieurs centaines de microns dans lesquels on sait que la nature 
du tissu biologique observe ne differe pas d'une cellule & une autre. 

25 En sortie du faisceau de fibres 3, le signal d'excitation traverse la t§te 

optique 4. Celle-ci comprend plusieurs moyens optiques, permettant de faire 
converger le signal d'excitation, et deux lames de verre (non reprSsentes sur 
les figures), Pune en commun avec la sortie du faisceau de fibres 3 et 
Pautre en contact avec le tissu afin de realiser une adaptation d'indice avec 

30 les tissus biologiques. 

Les moyens optiques presentent les caracteristiques suivantes : 
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- permettre une analyse du tissu a une profondeur de plusieurs dizaines a 
plusieurs centaines de microns ; 

- minimisation des aberrations afin de transcrire la PSF en sortie du faisceau 
de fibres sur le tissu sans elargir celle-ci ou la deformer ; 

5 - optimisation du taux de couplage en retour dans le faisceau de fibres en 
optimisant la qualite du front d'onde ; 

- minimisation de la reflexion parasite s'operant en sortie du faisceau de 
fibres par Integration d'une lame de verre. 

De plus, s'il s'agit d'une tete optique destinee a un endoscope, ses 
10 dimensions doivent etre compatibles avec celle du canal operateur de 
1'endoscope. 

Le bloc optique de focalisation est constitue d'un systeme de lentilles 
a grandissement unitaire ou non,, formant un objectif sur-mesure ou un 
systdme comprenant par exemple deux objectifs de microscopes. 

15 Selon I'invention, la ou les fibres du faisceau 3 ont pour fonction 

egalement de detecter le signal 6mis par la zone 5 subsurfacique. En sortie 
du faisceau de fibres 3, le signal detecte est, comme on I'a vu reflechi par 
la lame dichroTque D et dirige vers la fente 21 d'un spectrographe 20. Le 
couplage du signal de fluorescence & la fente 21 du spectrographe est 

20 realise grace a un doublet achromatique. En variante, on peut utiliser toute 
autre optique achromatique, I' analyse du signal de fluorescence s'effectuant 
sur un large domaine spectral (350nm-650nm). Un filtre passe-haut 22 
permet ainsi de supprimer la longueur d'onde d'excitation (la lumiere 
retrodiffusee par le tissu a la meme longueur d'onde que la longueur d'onde 

25 d'excitation est en effet beaucoup plus importante que la lumiere 
d'autofluorescence des tissus qui se produit & des longueurs d'onde plus 
grandes). Par consequent, afin de ne pas saturer le d6tecteur, on bloque la 
lumiere retrodiffusee par le filtre passe-haut et une lentille L2, plac^e en 
amont du filtre passe-haut 22, permet d'ameliorer le rapport signal a bruit 

30 en augmentant le signal detect^ par I'adaptation du faisceau de retour aux 
dimensions de la fente 21. 
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Le spectrographs 20 est choisi de maniere a presenter une grande 
ouverture numerique, un refroidissement par effet Peltier, un faible bruit afin 
d'augmenter le rapport signal a bruit, ainsi qu'une bonne resolution 
spectrale (de I'ordre de 3 nm). Des moyens de visualisation de spectre et 
5 d'analyse et de traitement sont en outre prevus. 

A la figure 2, est represents schematiquement I'appareillage de la 
figure 1 auquel on a couple avantageusement un systeme d'imagerie 
confocale. L'appareillage comprend done une voie spectroscopique qui 
correspond a celle decrite en reference a la figure 1 (les memes references 
1 0 sont utilisees) et une voie supplemental tomographique permettant de 
realiser conjointement une image confocale du site d'analyse. Les deux 
voies utilisent avantageusement en commun le faisceau de fibres optiques 3 
et la tete optique 4, ainsi que le moyen d'injection 2 dans ledit faisceau de 
fibres 3. 

15 De maniere specifique, pour obtenir une image confocale point par 

point, l'appareillage utilise ici un faisceau 3 comprenant plusieurs fibres 
optiques qui sont illuminees une £ une et tour a tour de manure adressee. 
On peut utiliser tout faisceau pr6sentant suffisamment de fibres et un faible 
espacement inter-cceur afin d'obtenir une bonne resolution spatiale. A titre 

20 d'exemple, on peut utiliser un toron de fibres optiques de marque 
Sumitomo® constitue de 30 000 fibres de diametre de cceur de 2,5 jjm et 
d'espacement inter-cceur de 4 //m, ou bien un toron de marque Fujikura® 
constitue de 30 000 fibres de diametre de coeur de 2/jm et d'espacement 
inter-coeur de 3,7 pm. De tels faisceaux de fibres sont compatibles avec 

25 une application endoscopique. Pour la voie spectroscopique, I'acquisition du 
spectre avec de tels faisceaux de fibres se fera sur la totalite des fibres du 
faisceau qui correspond a une zone d'analyse de plusieurs centaines de 
microns dans laquelle la nature du tissu ne differe pas d'une cellule a une 
autre. 

30 Egalement de maniere specifique, la tete optique est adaptee a une 

imagerie confocale fibre & fibre permettant d'obtenir une zone d'analyse 5 
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focalis6e de I'ordre de 0,5 mm de diametre dans un plan d'analyse en coupe 
XY. 

En amont du faisceau de fibres 3, la voie tomographique comporte 
une source 30 constitute d'une diode laser a 683 nm et presentant une tres 
5 bonne qualite de front d'onde. Cette diode est puls§e afin de dissocier par 
detection synchrone le signal utile de la reflexion parasite qui s'opere a 
Pentr6e du faisceau de fibres 3. On pourrait aussi utiliser un laser solide ou 
a gaz, mais le choix en longueur d'onde dans la bande 600-800 nm oCi 
Pabsorption dans les tissus est moindre, est moins etendu ; de plus, le cout 
10 a puissance Squivalente est bien plus important. 

Pour separer le signal d'illumination et le signal retour d'analyse, on 
utilise un moyen de separation constitue ici d'un cube separateur 31 50/50 
pour des commodites de reglage. On peut aussi utiliser une lame sSparatrice 
50/50. 

15 L'appareillage comporte un systeme de balayage 32 dont le but est 

de reproduire une matrice de diodes de meme qualite optique que la diode 
laser de la source et que Ton injectera fibre a fibre. Ceci necessite une 
combinaison de moyens optiques non standards permettant de corriger les 
aberrations pr6sentes dans le systdme de transport et de duplication de 

20 source afin d'eclairer le faisceau 3 fibre par fibre. Cette technique 
d'imagerie point a point (chaque point correspondent a Pillumination d'une 
fibre) permet d'obtenir une image confocale de tres bonne qualite et a une 
cadence d'image appropriee (15 images/s). 

Le systfcme de balayage est constitu§ de deux miroirs M1 et M2, Pun 

25 est un miroir resonant a une frequence de 4 kHz ou 8 kHz, Pautre un miroir 
galvanometrique avec une frequence variable entre 0 et 300 Hz, et de deux 
systemes optiques chacun constitu§ de quatre lentilles, respectivement L5, 
L6, L7 et L8, et L9, L10, L11 et 12 permettant de conjuguer les deux 
miroirs dans un premier temps, puis le miroir M2 et P entree du faisceau de 

30 fibres 3. Ces systemes optiques ne doivent pas presenter d'aberrations qui 
pourraient : 
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- 6largir la PSF apres le systeme d'injection et ainsi degrader le couplage 
dans le faisceau de fibres 3 ; 

- faire propager du flux dans la gaine qui degraderait la PSF en bout du 
faisceau de fibres 3 et de ce fait la resolution de Tappareillage. 

5 A la difference de Tappareillage de la figure 1, le moyen d'injection 2 

dans le faisceau de fibres 3 doit presenter ici une PSF egale au diametre de 
coeur d'une fibre afin de pouvoir realiser un couplage optimal avec une seule 
fibre. 

Les lentilles L6-L7 et L10-L11 du systeme de balayage 32 sont deux 

10 doublets correcteurs identiques places symetriquement par rapport au plan 
image, lis permettent, avec le doublet L3 du systSme d'injection 2 d'obtenir 
une image de tr§s bonne qualite en eliminant les aberrations residuelles de 
la combinaison optique L5 , L8, L9, L12 et L4, et d'uniformiser le taux de 
couplage dans le faisceau de fibres 3 en supprimant la courbure de champ. 

15 Elles permettent 6galement de ce fait d'ameliorer la resolution spatiale de 
Tappareillage en formant une tache dont la PSF est egale au diametre de 
coeur des fibres, ce qui n'entraine pas de propagation de lumiere dans la 
gaine du faisceau de fibres 3 et done une PSF en sortie dudit faisceau 3 
identique a celle d'entree. 

20 L'appareillage comporte un systeme de filtrage spatial constitu§ d'une 

lentille L13 et d'un trou de filtrage 33 permettant de ne selectionner que la 
fibre d' illumination et non les fibres adjacentes qui peuvent generer un 
signal parasite. La taille du trou de filtrage est telle qu'elle correspond au 
diametre de coeur d'une fibre au grandissement pr£s du systeme optique 

25 entre Tentree du faisceau de fibres 3 et le trou de filtrage 33. 

Le faisceau de fibres 3 est 6quip6 a ces deux extremites d'une lame 
de verre suffisamment epaisse et d'indice proche de celui des fibres afin de 
rejeter les reflexions parasites en dehors du trou de filtrage place devant le 
d6tecteur pour la reflexion qui s'op^re a Tentree du faisceau de fibres 3, et 

30 en dehors des fibres optiques illuminees pour la reflexion qui s'op^re en 
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sortie du faisceau de fibres 3. Les lames de verre sont traitees anti-reflet 
afin de minimiser la lumiere reflechie. 

Comme detecteur de signal 35 on utilise une photodiode a avalanche 
qui acquiert le signal en continu, ce qui n6cessite de ramener le signal 
5 parasite provenant des deux extremites du faisceau de fibres 3 au meme 
ordre de grandeur que le signal utile afin de ne pas saturer le detecteur. La 
suppression du residu de reflexion parasite a I'entree du faisceau de fibres 3 
est alors effectuee par un filtrage temporel numerique. Tout autre 
photodetecteur monopixel tel que le photomultiplicateur peut etre utilise, 

10 I'avantage de la photodiode a avalanche etant son rendement quantique de 
detection plus eleve que celui des autres detecteurs. 

Afin de proceder au couplage des deux voies imagerie 
confocale/spectroscopie qui s'effectue avec deux sources de longueurs 
d'onde differentes, une lame dichroTque D2 r£fl6chissant le rouge et 

15 transmettant le bleu et le vert est utilisee. Le couplage pourrait aussi §tre 
realise en transmission dans le rouge et en reflexion dans le bleu et le vert, 
mais il presente des taux de reflexion et transmission moins optimales dans 
ce sens. 

En fonctionnement, Pacquisition d'un spectre peut se faire 
20 simultanSment a ('acquisition d'une image tomographique. L'appareillage 
comporte des moyens d'analyse et de traitement qui permettent h partir des 
signaux detectes par le detecteur de signal 35 de recreer une image 
num§rique. 

La resolution spatiale que Ton peut obtenir est de I'ordre de 5jc/m. Elle 
25 permet notamrnent le diagnostic de lesions pr6-cancereuses bas6 sur la 
taille, la forme et la density des noyaux observes. 

Sur la figure 3, est representee une variante de realisation de 
Tappareillage de la figure 2. Les elements identiques portent les m§mes 
references sur les deux figures. Selon cette variante, le couplage des deux 
30 voies imagerie confocale / spectroscopie est realise en amont des moyens 
de balayage 32. A cet effet, la lame dichroTque D2 est placee en amont du 
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miroir M1. L'avantage de cette construction est quelle permet d'utiliser les 
moyens de balayage 32 pour deplacer un faisceau d'excitation emis sur la 
voie spectroscopique possedant un diametre utile plus petit que le diametre 
total du faisceau de fibres 3, de maniere a I'injecter en une position 
5 diff^rente sur la face d'entree du faisceau 3. Cela permet par exemple de 
deplacer la zone d'analyse spectroscopique pour notamment la faire 
correspondre a une zone d'image obtenue par la voie de I'imagerie 
confocale. 

En variante encore, pouvant s'appliquer aux appareillages des figures 
10 1 a 3, on peut prevoir en remplacement de la lentille d'adaptation L1 un 
systeme afocal permettant de modifier la taille du faisceau d'excitation pour 
le faire correspondre a un sous-groupe donn6 de fibres optiques du faisceau 
3. 
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Revehdications 



1. Appareillage d'analyse spectroscopique d'autofluorescence d'un 
tissu biologique comprenant une source d'excitation (1), un faisceau (3) 
5 constitue d'une fibre optique unique ou d'une pluralite de fibres optiques 
souples et un moyen d'injection (2) d'un signal d'excitation produit par 
ladite source dans ledit faisceau selon un diametre utile correspondant a 
Texcitation de la fibre unique, de toutes les fibres optiques du faisceau ou 
d'un sous-groupe determine, et un moyen d'analyse (21,22) d'un signal 

10 d'autofluorescence 6mis, caracterise en ce qu'il comporte en sortie du 
faisceau (3) une tete optique (4) destinee a etre placee au contact du tissu 
biologique (6), ladite tete optique etant munie de moyens optiques adaptes 
a fiaire converger le signal d'excitation sortant dudit faisceau (3) en une 
zone d'analyse subsurfacique (5), la ou les memes fibres optiques ayant 

1 5 servi a v^hiculer le signal d'excitation etant utilisees pour detecter le signal 
emis par ladite zone d'analyse subsurfacique, des moyens (D) places en 
amont du moyen d'injection (2) etant en outre prevus pour separer la 
longueur d'onde du signal d'excitation et la longueur d'onde du signal 
d'autofluorescence. 

20 2. Appareillage selon la revendication 1, caracterise en ce que les 

moyens optiques de la tete optique (4) comprennent un systeme de lentilles 
formant un objectif de focalisation adapte a transcrire la repartition spatiale 
de la tache focale (PSF) en sortie du faisceau de fibres et la qualite du front 
d'onde (WFE) et a minimiser la reflexion parasite s'operant en sortie du 

25 faisceau de fibres. 

3. Appareillage selon la revendication 1 ou 2, caracteris6 en ce que la 
tete optique (4) comprend une lame de verre destinee a venir en contact du 
tissu biologique a analyser et adaptee a realiser une adaptation d'indice 
avec ledit tissu. 

30 4. Appareillage selon I'une quelconque des revendications 

pr6c§dentes, caracterise en ce qu'il comporte une lame de verre placee en 
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sortie du faisceau (3) de fibres optiques et commune avec la t§te optique 
(4), ladite lame etant suffisamment epaisse pour rejeter les reflexions 
paralleles parasites en sortie dudit faisceau de fibres (3). 

5. Appareillage selon Tune quelconque des revendications 
5 precedentes, caracterise en ce que le moyen d'injection (2) dans le faisceau 

(3) de fibres optiques presente une qualite de front d'onde et une repartition 
spatiale de I'intensite de la tache focale adaptee au diametre utile du 
faisceau de fibres (3). 

6. Appareillage selon Tune quelconque des revendications 
10 pr6cedentes, caracterise en ce que la source d'excitation (1) 6met a une 

longueur d'onde adaptee a exciter des fluorophores endogenes choisis 
presents dans les tissus biologiques du site observe. 

7. Appareillage selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le moyen pour separer les longueurs 

15 d'onde est une lame dichroTque (D). 

8. Appareillage selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le moyen d'analyse spectroscopique 
comprend un spectrographe (20) et un moyen de couplage (21) a la fente 
du spectrographe. 

20 9. Appareillage selon la revendication 8, caracterise en ce que le 

moyen de couplage (21) a la fente du spectrographe comprend un moyen 
optique achromatique. 

10. Appareillage selon la revendication 8 ou 9, caract6ris6 par un 
moyen de rejection (22) place en amont du moyen de couplage (21) et 

25 adapts a supprimer la longueur d'onde d'excitation retro6mise. 

11. Appareillage selon la revendication 10, caracterise par une lentille 
(L2) placee en amont du moyen de rejection (22) adaptee a ameliorer le 
rapport signal 3 bruit. 

12. Appareillage selon I'une quelconque des revendications 
30 precedentes, caracteris6 en ce qu'il comporte un moyen d'adaptation (L1) 
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de la taille du faisceau 6mis par la source d'excitation (1) au diametre utile 
du faisceau de fibres optiques (3). 

13. Appareillage selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, le faisceau de fibres (3) comportant une pluralite de fibres 
5 optiques, caracterise en ce qu'il comporte en outre des moyens pour 
realiser conjointement une image confocale de la zone d'analyse (5), 
comprenant : 

- une source d'illumination (30), 

- un detecteur (35) du signal de retour pour analyse, 

10 - un moyen de separation (31) du signal d'illumination et dudit 

signal de retour, 

- des moyens pour coupler (D2) le faisceau d'excitation pour 
I'analyse spectroscopique et le faisceau d'illumination pour 
rimagerie confocale, avant I'entree dans le moyen d'injection (2) 

1 5 dans le faisceau de fibres optiques (3), 

- un moyen (32) de balayage rapide des fibres une a une situe en 
amont du moyen d'injection dans le faisceau de fibres (3), et 

- un systeme de filtrage (33) spatial a I'entree du detecteur (35) de 
signal adapts a selectionner le signal de retour provenant de la 

20 fibre illuminee, 

le moyen d'injection (2) dans le faisceau de fibres (3) presentant une 
repartition spatiale de I'intensite de la tache focale egale au diametre de 
coeur d'une fibre, chaque fibre etant illuminee tour a tour et de maniere 
adressee. 

25 14. Appareillage selon la revendication 13, caracterise en ce que 

les moyens de couplage sont places en amont du moyen de balayage (32). 

15. Appareillage selon la revendication 13 ou 14, caract6ris6 en ce 
que la source d'illumination (30) est une diode laser puls6e. 

16. Appareillage selon Tune des revendications 13 a 15, 
30 caract6ris6 en ce que la source d'illumination presente une qualite de front 

d'onde de I'ordre de A/8. 
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17. Appareillage selon Tune des revendications 13 8 16, caracterise 
en ce que le d6tecteur (35) du signal de retour est une photodiode a 
avalanche. 

18. Appareillage selon Tune quelconque des revendications 13 a 17, 
5 caracterise en ce que les moyens de couplage (31) du signal d'excitation 

pour 1'analyse spectroscopique et du signal d'illumination pour I'imagerie 
confocale, comprennent une lame dichroTque (D2). 

19. Appareillage selon Tune quelconque des revendications 13 a 18, 
caracterise en ce que le moyen (32) de balayage rapide des fibres une a une 

10 comprend un miroir resonant (M1) a une frequence donnee et un miroir 
galvanom§trique (M2) avec une frequence variable, et deux systemes 
optiques chacun const»tu§ de lentilles (1.5-8,1-9-12) adapt^es a conjuguer les 
deux miroirs (M1,M2) dans un premier temps puis le miroir gaivanom6trique 
(M2) et I'entree du faisceau de fibres (3) dans un deuxieme temps. 

15 20. Appareillage selon Tune quelconque des revendications 13 a 19, 

caracterise en ce que le systeme de filtrage spatial comprend un trou de 
filtrage (33) dont la taille est telle qu'elle correspond au diamdtre de coeur 
d'une fibre au grandissement prds du systeme optique entre I'entree du 
faisceau de fibres (3) et le trou de filtrage (33). 
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